目前认为在实体肿瘤中，由于肿瘤生长迅速，造成肿瘤细胞往往处于缺氧状态，肿瘤细胞的乏氧程度越高，这些细胞对放疗和化疗的敏感性越差，临床上很难被彻底杀死。乏氧显像作为检测肿瘤组织乏氧程度的一种无创伤性手段，对于最佳治疗方案的选择、监测疗效以及预后评价具有重要意义^\[[@b1]-[@b5]\]^。本研究应用放射性核素标记技术对研制具有临床应用价值的肿瘤乏氧显像剂EDTA-MN配体进行标记。^99m^Tc-乙二胺四乙酸-甲硝唑酯(ethylenediaminetetraacetic acid-metronidazole, EDTA-MN)是一种2-硝基咪唑类化合物，其中EDTA是一种常见且易得的络合剂，为双功能螯合剂；MN是硝基咪唑类化合物，作为靶向基团浓聚于乏氧组织中，其材料来源广泛。

1. 材料和方法 {#s1}
=============

1.1. 实验动物 {#s1-1}
-------------

BALB/c裸鼠3只，5周-6周龄，体重20 g左右，SPF级，由南方医科大学实验动物中心提供，动物饲养及实验操作经南方医科大学实验动物伦理委员会批准。

1.2. 主要试剂和仪器 {#s1-2}
-------------------

试剂：广东化工大学轻工业学院惠赠EDTA-MN配体([图 1](#Figure1){ref-type="fig"})；氯化亚锡(SnCl~2~)购于广东光华科技股份有限公司；抗坏血酸(VitC)购于成都市科龙化工试剂厂；高锝酸钠淋洗液来源于原子高科股份有限公司；无水乙腈购于天津市大茂化学试剂厂；以上试剂均为分析纯。聚酰胺膜购于上海摩速科学器材有限公司；Millex®GS 0.22 µm微孔过滤器购于美国Milipore公司。仪器：高效液相系统购于美国Dionex公司；Radio-TLC薄层扫描仪(Bioscan AR-2000)购于美国Bioscan公司；FA604A电子天平(上海精天电子仪器有限公司)；600型恒温水箱(江苏金坛市中大仪器厂)；ZD-3回旋振荡器(天津市欧诺仪器表有限公司)；SN-682型放射免疫γ计数器(上海核福光电仪器有限公司)；Milliennium VG型SPECT显像仪由美国GE公司生产；FJ-391A2型微机放射性活度计由北京核仪器厂生产。

![配体EDTA-MN的化学结构\
Chemical structures of EDTA-MN](zgfazz-18-7-422-1){#Figure1}

1.3. EDTA-MN配体的^99m^Tc标记 {#s1-3}
-----------------------------

采用氯化亚锡还原法法进行EDTA-MN配体的^99m^Tc标记，分别对EDTA-MN配体反应量(10 mg、5 mg、2 mg)、氯化亚锡用量(8 mg/mL、4 mg/mL、2 mg/mL)、标记体系pH(2、4、5、6)逐一进行试验，采用正交试验设计进行分析，以寻找最佳标记条件。将含有一定量EDTA-MN配体的水溶液和新鲜配制0.04 mL SnCl~2~·2H~2~O的HCl溶液(0.02 mol/L HCl溶液)依次加入青霉素瓶，调节溶液pH值，随即加入1 mL高锝酸钠淋洗液(37 MBq)，最后再加入30 mg/mL抗坏血酸0.08 mL溶液，于青霉素瓶置于100 ℃水浴中加热20 min。

1.4. ^99m^Tc-EDTA-MN的标记率和放化纯度测定 {#s1-4}
------------------------------------------

标记率测定：采用纸层析法，固相为聚酰胺膜，展开剂为60%乙腈水溶液，^99m^TcO~4~^-^、^99m^Tc-胶体、^99m^Tc-EDTA-MN的Rf值分别为0.3-0.5、0.1、0.7-1.0^\[[@b6]\]^。HPLC纯化：采用Kromasil 100-5C18反相柱(250 mm×4.6 mm)，流动相为纯水与甲醇，A相为纯水，B相为甲醇，进样量5 µL，泵流速1 mL/min。

1.5. ^99m^Tc-EDTA-MN体外稳定性测定 {#s1-5}
----------------------------------

经HPLC纯化后的^99m^Tc-EDTA-MN分别于室温中放置1 h、3 h、6 h、12 h，然后取少量样品纸层析法测定放化纯度，观察其体外稳定性。

1.6. ^99m^Tc-EDTA-MN的脂水分配系数测定 {#s1-6}
--------------------------------------

取1 mL 0.02 mol/L磷酸盐缓冲液(pH=7.2)加入10 mL离心试管，再加入1 mL正辛醇和0.01 mL ^99m^Tc-EDTA-MN溶液，盖上塞子，振荡、摇匀，离心5 min(4, 000 r/min)。然后分别从无机相和有机相中取出0.1 mL，测定二相的放射性计数，计算其脂水分配系数*P*(*P*=有机相的放射性活度/无机相的放射性活度)。

1.7. 荷瘤A549裸鼠模型建立及肿瘤初步显像 {#s1-7}
---------------------------------------

取5周-6周龄BALB/c裸鼠3只，体重20 g左右，于右侧腹壁皮下接种A549细胞2×10^6^/只，待肿瘤生长至直径1 cm左右时用于显像。经尾静脉注射标记物4.62 MBq(0.1 mL)，采用低能高分辨准直器，于0.5 h、1 h、2 h、3 h行单光子发射计算机断层成像术(single-photon emission computed tomography, SPECT)平面显像，能峰为140 KeV，矩阵256×256，放大倍数2.0，采集计数700 k左右，初步观察显像剂在肿瘤病灶的浓聚情况，利用感兴趣区(region of interest, ROI)技术，计算肿瘤单位面积内摄取放射性计数以及肿瘤/肝脏区域的放射性计数比值(T/NT)。

2. 结果 {#s2}
=======

2.1. ^99m^Tc-EDTA-MN的最佳标记条件 {#s2-1}
----------------------------------

EDTA-MN用量5 mg、SnCl~2~·2H~2~O用量4 mg/mL、pH值5.0-6.0、反应时间20 min-30 min及反应温度100 ℃为标记物最佳标记条件，该条件下得到标记率为(84.11±2.83)%。

2.2. ^99m^Tc-EDTA-MN的标记率和放化纯度测定 {#s2-2}
------------------------------------------

最佳标记条件下，^99m^Tc-EDTA-MN的标记率 \> 80%，薄层扫描结果如[图 2](#Figure2){ref-type="fig"}所示。HPLC结果显示制备得到的^99m^Tc-EDTA-MN为一单峰，标准品和标记物在320 nm处紫外吸收峰基本一致，标记物的保留时间约为4 min，放射性化学纯度大于90%([图 3](#Figure3){ref-type="fig"})。

![^99m^Tc-EDTA-MN标记率测定的薄层扫描结果\
Thin layer chromatography scanning after ^99m^Tc labeling EDTA-MN ligand](zgfazz-18-7-422-2){#Figure2}

![^99m^Tc-EDTA-MN的高效液相色谱图\
HPLC chromatogram of ^99m^Tc-EDTA-MN](zgfazz-18-7-422-3){#Figure3}

2.2. ^99m^Tc-EDTA-MN体外稳定性测定 {#s2-3}
----------------------------------

室温下在生理盐水中放置1 h、3 h、6 h、12 h后，^99m^Tc-EDTA-MN的放化纯度分别为(93.26±1.10)%、(91.97±0.51)%、(90.15±0.63)%、(88.03±0.11)%。结果表明其放射性化学纯度 \> 90%，在室温下标记物具有良好的体外稳定性。

2.3. ^99m^Tc-EDTA-MN的脂水分配系数测定 {#s2-4}
--------------------------------------

本试验重复3次，根据公式计算得到的平均Log*P*值，试验测得^99m^Tc-EDTA-MN的Lg*P*=-3.05，表明为亲水性更强的物质。

2.4. 荷瘤A549裸鼠模型建立及肿瘤初步显像 {#s2-5}
---------------------------------------

荷瘤裸鼠尾静脉注射标记物后，0.5 h时膀胱区见大量放射性浓聚，肿瘤部位有放射性浓聚，1 h左右即可显像清晰，余器官如脑、肺、肝、脾、肾、胃、小肠及肌肉未见明显放射性浓聚([图 4](#Figure4){ref-type="fig"})。采用ROI技术测得0.5 h、1 h、2 h、3 h肿瘤部位单位面积内放射性计数分别为88.14±11.59、123.17±9.06、98.08±14.40和79.87±10.57，并计算肿瘤与肝脏区域的T/NT比值分别为1.95±0.19、3.58±0.78、3.95±0.39和5.01±0.28。

![^99m^Tc-EDTA-MN在非小细胞(A549)肺癌裸鼠模型的不同时间显像\
^99m^Tc-EDTA-MN imaging of lung tumor in nude mouse bearing A549 cell at different time points](zgfazz-18-7-422-4){#Figure4}

3. 讨论 {#s3}
=======

作为肿瘤乏氧显像剂，放射性核素标记的硝基咪唑类化合物目前已得到广泛的研究。全面了解硝基咪唑类乏氧细胞显像剂有效地合成方法，将有助于研究者优化目标配合物的设计和选择高效简洁的合成方式，从而推动先导配合物的发现与结构优化^\[[@b5],\ [@b7]-[@b9]\]^。放射性核素标记分为直接法和间接法，本研究采用^99m^Tc氯化亚锡还原法与双功能螯合剂EDTA分子络合，利用甲硝唑作为靶向基团浓聚于乏氧组织特点，制备毒性低且稳定性好的^99m^Tc-EDTA-MN乏氧显像剂。在最佳标记条件下，^99m^Tc-EDTA-MN得到标记率达到80%以上，放化纯度大于90%，并且室温下在生理盐水中放置12 h具有良好的体外稳定性。标记物经HPLC分析，EDTA-MN标准品和^99m^Tc-EDTA-MN的主放射峰值时间约为4 min，且在320 nm处紫外检测峰基本一致，表明^99m^Tc已成功标记于EDTA-MN上。

近年来报道的^99m^Tc标记的硝基咪唑类乏氧细胞显像剂普遍存在一些不足：①肿瘤摄取值偏低，显像时间较晚，体内解离快；②肝脏摄取值偏高，肝内活性清除能力差，不利于腹部肿瘤的成像；③肿瘤/血液的比值偏低，药物在血液中清除缓慢。荷瘤裸鼠显像初步结果：30 min时膀胱内可见大量放射性浓聚，1 h左右肿瘤即可显影清晰，3 h时肿瘤部位仍有较多放射性滞留，而脑组织、软组织、甲状腺、胃肠道等部位放射性分布明显降低，表明：①标记物在裸鼠体内血清除较快，亲水性好，主要通过泌尿系统排泄，其余脏器内放射性均较低，有利于减轻对其他器官或组织的辐射损伤；②标记物在体内比较稳定，无明显脱标现象。但肝脏有一过性浓聚，经过肝脏代谢致使^99m^Tc-EDTA-MN在血液中迅速清除，则有利于降低本底，增加靶/非靶组织放射性比值。虽然裸鼠显像示瘤体部位有较高的摄取和很好的滞留，但仍需要进行动物体内分布实验，测定各个脏器的组织重量与其放射性计数得出相应的%ID/g，计算肿瘤摄取值、肿瘤/血液比值、肿瘤/肌肉比值进行实验验证，以寻求高效低毒、稳定性好、结合性强的乙二胺四乙酸-甲硝唑酯乏氧细胞显像剂。

综上所述，放射性核素标记硝基咪唑类化合物作为乏氧细胞显像剂是非常具有应用前景的肿瘤诊断药物。

感谢广东工业大学轻工化工学院实验室郝志峰教授惠赠EDTA-MN。
